BUNDESREPIil 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



Pat ntschrift 
m DE 19502168 CI 



© Aktenzeichen: 19502168.1-41 
@ Anmeidetag: 25. 1.95 

SOffenlegungstag: — 
Verdffentlichungstag 
der Patenterteilung: 27. 6.96 



li|Ni 



© Int. CI. 6 : 

C 12 P 21/06 

C07K 1/00 



Innerhalb von 3 Monaten nach Veroffentlichung der Erteilung kann Einspruch erhoben warden 



CP 
f" 

CM 

in 

UJ 

O 



© Patentinhaber: 


© Erfinder: 


Henkel KGaA, 40589 Dusseldorf, DE 


Kries, Edith von. Dr., 89257 lllertissen, DE; 


Heilemann, Andrea, Dr., 89079 Ulm, DE; Sander, 




Andreas, Dr., 89257 lllertissen, DE 




© Fur die Beurteilung der Patentf ahigkeit 




in Betracht gazogene Druckschriften: 




DE 41 16 744 A1 



) Verfahren zur Herstellung von Weizenproteinhydrolysaten 

) Es wird ©in verbessertes Verfahren zur Herstellung von 
Weizenproteinhydrolysaten vorgeachlagen, bei dem man 
weizenprotelnhaltlge Auagangastoffe zunichst mft Proteina- 
sen und anschlie&end mit Paptidasen hydrolysiert Die 
resultierenden Hydrofysate aignen sich insbesondere zur 
Herstellung von heUfarbigen, lagefstebilen Kondensations- 
produktan mit Fettafluren. 
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in auTBasi 
fezuschaf 

Gebiet der Erfindung Beschreibung der Erfmdung 



Beschreibung v °n Derivaten auTBas'is von Weizenproteinhydroly- 

" saten eine Abhilf e zu schaffen. 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung Gegenstand der Erfindung ist e n Verfahren i zur Her- 
von Weizenprottinhydrolysateivbeidemmandieinehr. steUung von Weizenprotemhydrolysaten, bei dem man 
stufige Hydrolyse in Gegenwart ausgewahlter Enzyme weizenprotemhalhge Ausgangsstoffe 
SlmAsowie die Vemendung der Hydrolysate zur a) zunichst bei einem pH-Wert un Bereich von 2 b.s 5 
Herstellung hellfarbiger.IagerstabilerDerivate. 10 mitProtemasenund 

nersiBuimgu 6 e ^ anscWieBen< i bei einem pH-Wert von 8 bis 10 mit 

Stand der Technik Proteinasen behandelt, sowie 

c) abschlieBend bei einem pH-Wert von 6 bis 7 mit 

Abbauprodukte von Polypeptides sogenannte Pro- Peptidasen hydrolyriert 

teinhydrolysate, sind seit langem bekannt Obschon sie , 5 Nach umfangreichen Untersuchungen der Anmelde- 
weTeVdes FeWens einer lipophilen Gruppe keine De- rin hat sich gezeigt, daB die un^tthende Lagerstab b- 
ttreenseigenschaften besitzen. werden sie wegen ihrer Ut der Derivate auf erne unyorteilhafte MolgewKhts- 
SSnBgenschaftenuiKlmrorFamgkeiUieder- verteBung der Vorstufe - dso der Wmenprotemhy- 
^KschevlrtrtglichkeitaiiionischerTensidedurch drolysate - zuruckzufuhren ist Demzufolge muflte die 
WechsSkung^t den EiweiBmolekOlen der Haut » Losung der gesteUten Aufgabe auf der Stufe der Wei- 
X^zVbceinflussen. in einer Vielzahl von oberftt- zenproteinhydrolysate greifen. Uberraschenderwe.se 
Senaktiven Mitteln eingesetzt Obersichtsartikel hierzu wurde gefunden. daB em enzymatischer Abbau unter 
Sch bebpielsw^ von AJJomsch et aL in ArztL besonderer Auswahl der e ngesemen En^e « Hy- 
KnsmetoL 11 524 (19831 GSchuster et aL in Cos- drolysatenfOhi^dieuirerseitslagerstabdeDenvate.ins- 
metToiL 99. 12 (1984) und HXindner in ParfOmJCos- js besondere in waBriger L6sung trttbungsfreie Weizen- 
met_fi&85 (19851 proteinfettsaurekondensateergeben. 

Oblteherwefce werden Proteinhydrolysate auf Basis In einer bevorzugten AusfOhrungsform des erfin- 
von derischem KoBagen gewonnea In den letzten Jah- dungsgemSBen Verfahrens werden als weizenprotem- 
r« hat^ich iedoch rin Trend nach pflanzlichen Produk- haltige Ausgangsstoffe Weizengluten sowie entspre- 
ten, beispielsweise auf Basis von Weizengluten oder So- 30 chende chemisch bzw. enzymaUsch modifizierte Denva- 
ianrntein durchaesetzt te hydrolysiert. 

Aus dw franzosischen Offenlegungsschrift Unter weizenproteinhaltigen Ausgangsstoffen sind 
FR 2542013 (ABC) ist beispielsweise die Hydrolyse Proteinisolate zu yerstehen, die beBpielsweise |durch 
onager Proteine mittels besonderer MUchsaure- Extraktion von Weixenmehl nach bekannten Verfahren 
bakterien in Gegenwart von Kohlenwasserstoffen be- 35 des Stances der Technik erhahen werden und emen 
kanntln der US 4757007 (Nisshin) wird die partieUe Proteingehalt un Bereich von 70 bis 90 Gew.-% aufwei- 
Hydrolyse von Sojaproteinen mit Proteaaen in Fraktio- sen konnen. 
nen unterschiedlicher Loslichkeit in Trichloressigsaure, 

Trennung der Fraktionen bei einem pH-Wert von 7. Proteinasen und Peptidasen 

Abtrennung nichthydrolysierter Anteile und Reinigung 4a , 

der Produkte durch Ultrafiltration beschrieben. Gegen- Proteinasen und Peptidasen ^len ^ur Gruppe der 
stand der europaischen Patentanmeldung EP- Proteasen, also Enzymen, welche die hydrolyusche 
A 0 187 048 (Novo) 1st der enzymatische Abbau von So- Spaltung der Peptidbmdung katalys.eren und daher sy- 
japroteinen durch Behandlung mit spezieUen Proteasen. stemausch gesehen zu den Hydrolasen |^retu Protel- 
Aus der BP-AO 298 419 (Katayama) ist die Herstel- 45 nasesdieauchalsEndoprote^n^Endopepudasen 
lung von Proteinhydrolysaten mit einem durchschnittli- bezeichnet werden. spalten Pepudbmdungen 1 un tone- 
Ten Molekulargewicht von 500 bis 90 000 durch ren des^ Proteins. S.e smd yon der ■£ 
schrittweisen alkalischen, sauren und/oder enzymati- unterscheiden. die emen Abbau der terminalen Pepttd- 
schen Abbau von Weizen. oder Sojaproteinen bekannt bindung von der endstandigen Ammo- bzw. Carboxyl- 
In der EP-A 0363 771 (Nestlfe) wird schlieBlich Ober ein so gruppe bewirken. 

Verfahrenzur Herstellung von Proteinhydrolysaten be- Typische Beispiele fur un Smne des erfurfungsgema- 
richtet. bei dem man pfiaSzliche Proteine mit Salzsflure Ben Verfahrens geeignete Protemasen smd die un Han- 
hySyJerS^chSdrolysierte Bestandteile abtrennt. del erhaltlichen Serm-Proteinasen (EC ^fystem- 
Tzerstanrng unerwdnschter chlorierter Verbindun- bzw. Thiol-Proteinasen (EC "f^^,^™^ 
gen alkalisch s«Ut und die resultierenden Produkte an- js vom Typ der Aspartat- bzw. CarbowtenMSen (EC 
STwiXnd Misauert 3- 4 -23) »°wie untergeordnet auch Metall-Proteinasen 

"erfahren des Standes der Technik ist jedoch (3.4^ Beispiele f Or fur t^*^***™™ 
gemein, daB sie angewendet auf den pflanzlichen Roh- sind Chymotrypsm. Ejastase. KaBikrein. Plasmin. Tryp- 
stoff Weizen Produkte Befern. die nach chemischer De- sin. Thrombin und Subtilisin. .... , 

nVatSn^ beUpielsweise nach Kondensadon mit « Zu den geeigneten Peptidasen zahlen beisp.elsweise 
FeSSritou verfarben und nicht ausreichend la- die a-Aminoacylpeptid-Hydrolasen oder Anunopepd- 
gersubTsmd Eto besonderes Problem besteht bei- dasen (EC 3AM), die am Ende des Polypeptids emzelne 
fSeisTdarinT cWJ Fettsaurekondensate von Wei- Aminosauren ablOsen. die DyepUd-Hydrolasen bzw. 
SroSSsaten des Standes der Technik in Dipeptidasen (EC ^X^PtJ 
waflriger LOsung eine unerwOnschte Tendenz zur Aus- 65 hydrolysieren. die V^^W"™?**!^.™- 
7rfaM*\t£en. Dipeptidylpeptidasen (EC 3.4.14). die Ammo-sOndige 

Die Aufgabe der Erfindung hat somit darin bestan- Dipeptide eines Polypeptids freisetzen. Peptulyldip^ 
de" fVd^blem der umireichenden Lagerstabili- tid-Hydrolasen bzw. Dipeptidylcarboxypepddasen (EC 
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3.4.151 die cinzelnc Aim^Kiren des Carboxy-Termi- wSBrigen Lesungen^Pbeiten. 

nus abtrennen, Carboxypeptidasen (EC 3.4.16-3.4.18) Ein weitcrcr Gegenstand der Erfindung betnfft daher 

und Omesa-Peptfdasen (EC 3.4.19), die modifizicrtc die Veiwendung der nach dem erfindungsgemaflen Ver- 

Aminosauren von beiden Ende des Polypeptids abspal- fahren erhaltlichen Weizenproteinhydrolysate zur Her- 

tttL 5 stelliuig von hellfarbigen, lagerstabilen Folgeprodukten 

Die Menge der eingesetzten Proteinasen bzw. Pepti- wie N-acylierten, N-alkylierten, veresterten sowie N-a- 

dasen Ut an $ich nicht kritisch, sollte jedoch jeweils im cylierten oder N-alkyiierten und zudem veresterten De- 

Bereich von 0,1 bis 5, v rzugsweise 05 bis 2 Gew.-% - rivaten. 

bezogen auf die Ausgangsstoffe - liegen. Vorzugsweise werden die nach dem erfwdungsgema- 
B 10 Ben Verfahren erhaltlichen Weizenproteinhydrolysate 

Adsorbentien . in an sich bekannter Weise mit Fettsfturen bzw. Fettsau- 

rechloriden mit 6 bis 22, insbesondere 12 bis 18 Kohlen- 

Zur Entfernung von Spuren an unerwunschten Farb- stoffatomen kondensiert Besonders bevorzugt ist die 

vemrsachern hat es sich als vorteilhaft erwiesen, die Verwendung der Weizenproteinhydrolysate zur Her- 

weizenproteinhaltigen Ausgangsstoffe zusammen mit 15 steUung von Uurinsfture- bzw. Kokosfettsaurekonden- 

geeigneten Adsorbentien in die Hydrolyse einzusetzen. saten. 

Als Adsorbentien kommen beispielsweise Kieselgeie, Die folgenden Beispiele soUen den Gegenstand der 

Aluminiumoxide und vorzugsweise Aktivkohlen in Be- Erfindung naher erlftutern. 
tracht, die in Mengen von 01 bis 15, vorzugsweise 1 bis 5 

Gew.-*ft - bezogen auf den Stickstoffgehalt der wei- 20 Beispiele 
zenproteinhaltigen Ausgangsstoffe — eingesetzt wer- 

denkonnea Beapiell 

DurchfQhrung des Hydrolyseverf ahren In einem 5-m 3 -R0hrkessel wurden 3500 1 Warmwas- 

25 ser (Tmax « 50°Q vorgelegt und mit 1,3 kg Natriumsul- 

Zur DurchfQhrung der enzymatischen Hydrolyse fit und 14 kg Aktivkohle versetzt Bci 48 bis 50°C wur- 

wird eine waflrige Suspension des weizenproteinhalti- den bei maximaJer ROhrerdrehzahl 650 kg Weizenpro- 

gen Ausgangsstoffs gegebenenfalls zusammen mit den teinisolat zugesetzt und zu einer Suspension verruhrt 

Adsorbentien wie oben beschrieben Ober einen Zeit- Danach wurde der pH-Wert der Reaktionsmischung 

raum von 1 bis 24 h im Temperatur- und pH-Wertopti- 30 durch Zugabe von Salzsaure auf pH - 3fi eingestellt 

mum der eingesetzten Proteinasen und Peptidases bei- AnschlieBend wurden 5 kg Proteinase mit einem pH- 

spielsweise bei 40 bis 70°Q abgebaut Besonders vor- Optimum im sauren Bereich zugegebea Bei der Hydro- 

teilhaft ist es, die Hydrolyse unterhalb der Verkleiste- lyse und der sich anschlieBenden ersten Filtration wurde 

rungstemperatur der im Protein noch enthaltenen Koh- die Temperatur auf maximal 50°C begrenzt und die 

lenhydratedurchzufQhren. 35 Sulfitkonzentration oberhalb vom lOppm gehalten. 

Wird der AufschluB in Gegenwart von Calciumoxid Durch Zugabe von Salzsaure wurde der pH-Wert zu- 

bzw. Calciumhydroxid als Base durchgef Ohrt, bilden sich nachst bei 3,0 gehalten und nach 2 h durch Zugabe von 

ldsliche Calciumpeptide, die vom ungeldsten Calcium- Calciumhydroxid auf 8,5 eingestellt Gleichzeitig erfolg- 

oxid Oder Calciumhydroxid durch Filtration abgetrennt te die Zugabe von weiteren 14 kg Aktivkohle und 5 kg 

werden mQssen. Werden die Alkalipeptide gewflnscht, 40 Proteinase mit einem pH-Optimum im alkalischen Be- 

empfiehlt es sich, die Calciumpeptide mit Soda- oder reich.OhnepH-Wert-Korrektur wurden weitere 2 h bei 

Pottascheldsung zu behandeln und das schwerl6sliche etwa 50°C gerOhrt Nach AbschluB der enzymatischen 

Calciumcarbonat anschlieBend abzutrennen. Es ist Hydrolyseschritte wurde der pH-Wert der Mischung 

ebenf alls moglich, das Calcium in Form von Calciumsul- durch Zugabe von Calciumhydroxid auf pH « 7,5 einge- 

fat oder Calciumoxalat zu fallen. Die Abtrennung der 45 stellt Das so hergestellte Hydrolysat wurde nach Zuga- 

schwerldslichen Salze erfolgt vorzugsweise in Gegen- be von 70 kg Filterhilfsmittel (Perlite* P 50) Uber eine 

wart von Filterhilfsmitteln mit den Qblichen Trennver- Filterpresse filtriert 

fahren fur Fest/Flflssig-Trennungen wie Filtration und AnschlieBend wurden zum Filtrat 20 kg Carbopal* 

Separation. OnA gegeben und auf 80°C erhitzt Diese Temperatur 

Es werden waBrige WeizenproteinhydrolysatlOsun- 50 wurde 15 min gehalten. Danach wurde der Ansatz auf 

gen erhalten, die nach Bedarf beispielsweise unter Ein- 50'C abgekQhlt und 30 bei dieser Temperatur gerQhrt 

sate von Fallstromverdampfern aufkonzentriert werden Nach Zugabe von weiteren 15 kg Filterhilfsmittel wurde 

kdnnen. Die nach dem erfindungsgemafien Verfahren noch einmal ttber eine Filterpresse filtriert SchlieBlich 

erhaltlichen Hydrolysate weisen ein mittleres Moleku- wurde das Calcium durch Zugabe von Soda ausgefailt 

largewicht im Bereich von 100 bis 30 000, vorzugsweise 55 und das Calciumcarbonat fiber eine Filterpresse abge- 

1 00 bis 1 0 000 und insbesondere 2000 bis 5000 auf sowie trennt Das Filtrat wurde in einem Fallstromverdampf er 

einenFeststoffgehaltvonetwa5bis50Gew.-%. bis zu einem Gehalt von 44% Brix aufkonzentriert 

SchlieBlich wurde das Konzentrat mit Natronlauge auf 

Gewerbliche Anwendbarkeit einen pH-Wert von 10 eingestellt und nach einer Lage- 

go rung von 5 Tagen unter Zugabe von 1 5 kg FUterhilfsmit- 

Die nach dem erfindungsgemafien Verfahren erhaitli- tel Ober eine Filterpresse filtriert 
chen pflanzlichen Weizenproteinhydrolysate zeichnen 

sich durch eine besonders vorteilhafte FarbquaMt aus Beispiel 2 
und liefern nach Derivatisierung Stoffe, die in waBriger 

Lfisung eine besonders hohe Ugerstabilitat zeigen. Ins- 65 10 kg des gemaB Beispiel 1 hergesteUten Weizenpro- 

besondere Fettsaurekondensate auf Basis der nach dem teinhydrolysates wurden in bekannter Weise mit Laur- 

erfindungsgemaBen Verfahren erhaltlichen Weizenpro- insaurechlorid acyliert Das Reaktionsprodukt wurde 

teinhydrolysaten lassen sich zu klaren, lagerstabilen auf einen Gehalt von 20 Gew.-9fc Trockensubstanz ein- 
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gestellt und 3 WocheiWr 20° C und 40° C gelagert 
Nach Ablauf der Lagerzeit war das Produkt untcr bei- 
dcn Temperaturbedingungen klar und halte sich in der 
Farbc nicht verandert 

5 

Vergleichsbeispiel 1 

Ein Welzenproteinhydrolysat des Handeb wurde wie 
in Bcispicl 2 beschrieben mit Laurinsfiurechlorid acy- 
liert Einc 20Gew.- ( fcige LBsung dcs resultierenden io 
Weizenproteinfetts&urekondensats trubte berciu nach 
einer Lagerzeit von 1 Woche a us. 

PatentansprQche 

15 

1. Vcrfahren zur Herstellung von Weizenprotein- 
hydrolysatea dadureh gekennzeichnet, daB man 
weizenproteinhaltige Ausgangsstoffe 

(a) zunachst bei einem pH-Wert ira Bereich 
von 2 bis 5 mit Proteinasen und 20 

(b) anschlieBend bei einem pH-Wert im Be- 
reich von 8 bis 10 mit Proteinasen behandelt, 
sowie 

(c) abschlieBend bei einem pH-Wert im Be- 
reich von 6 bis 7 mit Peptidasen hydrolysiert 25 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadureh gekenn- 
zeichnet, daB man die dreistufige enzymatische Hy- 
drolyse in Gegenwart von Aktivkohle durchftihrt 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, dadureh 
gekennzeichnet, daB man die Hydrolyse unterhalb 30 
der Verkleisterungstcmperatur der im Protein 
noch enthaltenen Kohlenhydrate durchf Qhrt 

4. Verwendung der Weizenprotemhydrolysate er- 
haltlich nach dem Verfahren nach den Anspruchen 

1 bis 3 zur Herstellung von hellfarbigen, lagerstabi- 35 
len N-acylierten, N-alkyiierten, veresterten sowie 
N-acylierten oder N-alkylierten und zudem ver- 
esterten Derivaten. 

40 



45 



50 



55 



60 



65 



